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PROTEINE CONFERMLMOiilSTENCE DE TYPE INDUCTIBLE, A OES GLYCOPEPTIDES, 
NOTAMMENT CHEZ DES BACTERIES A GRAMPOSITIF 



L' invention concerne les polypeptides associes a 
1- expression d'une resistance a des antibiotiques de la 
famille des glycopeptides , cette resistance etant de 
type inductible par la vancomycine et non inductible 
par la teicoplanine, notamment chez des bacteries a 
Gram-positif, en particulier de la famille des cocci a 
Gram-positif. L» invention vise egalement une sequence 
nucleotidique codant pour ces polypeptides. Elle 
concerne aussi 1 'utilisation de ces polypeptides et de 
leur sequence nucleotidique en tant que moyens de 
detection in vitro d'une resistance a des 
glycopeptides. Parmi les cocci a Gram-positif, 
1> invention vise tout particulierement les 
enterocoques, les streptocoques et les staphylocoques. 

Les glycopeptides, parmi lesquels la vancomycine 
et la teicoplanine, sont des antibiotiques inhibiteurs 
de la synthese de la paroi bacterienne. Ces 
antibiotiques sont tres utilises pour le traitement des 
infections severes dues a des cocci a Gram-positif 
(enterocoques, streptocoques et staphylocoques), en 
particulier dans les cas d'allergie et de resistance 
aux penicillines. 

Jusqu'en 1986, la vancomycine s'est averee 
efficace contre la quasi-total ite des souches 

d ' enterocoques . 

L'activite des glycopeptides depend de la 
formation d'un complexe entre 1 ' antibiotique et les 
precurseurs du peptidoglycane, • plus que de 
1 • interaction directe avec des enzymes du metabolisme 
de la paroi cellulaire. En particulier on a constate 
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que les glycopeptides se fixent aux residus terminaux 
D-alanyl-D-alanine (D-ala-D-ala) des precurseurs * du 
peptidoglycane . 

Plusieurs phenotypes de . resistance aux 
glycopeptides ont ete mis en evidence ; on a notamment 
distingue des souches resistantes a un haut niveau de 
glycopeptides et les souches resistantes a un bas 
niveau de concentration. 

Par souche resistante a un haut niveau, on entend 
une souche de bacterie en particulier une souche de 
cocci a Gram-positif pour laguelle les concentrations 
mmxmales inhibitrices (CMI) de vancomycine et de 
teicoplanine sent respect ivement superieures a 32 et 8 
Mg/ml. Les CMI de la vancomycine vis a vis des souches 
resistantes a bas niveau sont comprises entre 8 et 32 
Mg/ml. Le phenotype VanB est caracterise par une 
resistance inductible par la vancomycine , ' mais non 
mductible par la teicoplanine. Une fois induite, cette 
resistance peut exister vis a vis de different* 
glycopeptides, en particulier vis a vis de la 
vancomycine et/ou de la teicoplanine, et ce a des 
niveaux variables. 

Les souches d • enterocogues repondant au phenotype 
VanB (classe B) sont notamment des souches de 
E. faecalis et E.faecium . 

Al-Obeid S. et al (FEMS Microbiology Letters 70 
(1990) 101-106) ont ainsi compare les proteines de 
resistance a des glycopeptides, inductibles par la 
vancomycine, chez guatre souches Enterococcj - et ont 
deduit de leur comparaison, 1« existence de trois types 
de proteines, 1-un de ces types etant present chez la 
souche E.faecium resistante a bas niveau de 
vancomycine. Selon les auteurs de' cette publication 
une proteine de poids moleculaire d' environ 39 5 kDa 
serait induite chez les souches a bas niveau de 
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resistance et cette resistance serait liee a une 
induction par la vancomycine. Ces souches 
presenteraient aussi une resistance a la teicoplanine, 
egalement induite par la vancomycine . 

D'apres Al-Obeid et al, cette proteine de 39,5 kDa 
serait presente sous de multiples formes mais la nature 
de cette multiplicity n'a pas ete etudiee. Selon ces 
auteurs, il pourrait exister une specif icite de 
structure en fonction des especes concernees de 
bacteries et du niveau de resistance, ce qui demande a 

etre confirme. 

Dans cette publication, Al-Obeid et al ont decrit 
11 acides amines de la sequence N-terminale de cette 
proteine de 39,5 kDa et ont observe que cette sequence 
comportait environ 70% d'homologie avec de nombreuses 
proteines de membrane d'origine procaryote ou 
eucaryote, ayant des fonctions diverses. Cette 
comparaison ne permettait pas selon les auteurs 
d'etablir la fonction eventuelle de la proteine. Enfin 
Al-Obeid et al ont remarque que d'autres proteines sont 
induites, a un degre moindre cependant. 

L' invention concerne des peptides, polypeptides ou 
proteines impliques dans 1' expression d-une resistance 
a des antibiotiques de la famille des glycopeptides et 
notamment a la vancomycine et/ou a la teicoplanine, 
ainsi que les sequences nucleotidiques codant pour de 
tels polypeptides. La resistance dont il est question 
ci-dessus est de type inductible par la vancomycine et 
non par la teicoplanine. 

Les expressions "implique dans 1« expression d'une 
resistance" ou "implique dans une resistance" 
signifient que la proteine de 1- invention est 
necessaire pour que se manifeste la resistance. 

L' invention vise egalement des sondes 
nucleotidiques utilisables pour la detection d'une 
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resistance aux glycopeptides, notamment par la reaction 
de polymerisation en chaine (PCR) , ou par des tests 
faisant intervenir des anticorps. 

L- invention a done pour objet une proteine VanB 
caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence 
d'acides amines suivante I, et en ce gu'elle participe 
a la resistance a des glycopeptides, en particulier a 
la vancomycine, cette resistance etant de type 
inductible par la vancomycine et non par la 
teicoplanine, chez des bacteries a Gram-positif . 

MNKIKVAIIFGGCSEEHDVSVKSAIEIA 

ANINTEKFDPHYIGITKNGVWKLCKKPC 

TEWEADSLPAIFSPDRKTHGLLVMKERE 

YETRRIDVAFPVLHGKCGEDGAIQGLFE 

LSGIPYVGCDIQSSAACMDKSLAYILTK 

NAGIAVPEFQMIEKGDKPEARTLTYPVF 

VKPARSGSSFGVTKVNSTEELNAAIEAA 

GQYDGKILIEQAISGCEVGCAVMGNEDD 

LIVGEVDQ1RLSHGIFRIHQENEPEKGS 

ENAMIIVPADIPVEERNRVQETAKKVYR 

VLGCRGLARVDLFLQEDGGIVLNEVNTL 

PGFTSYSRYPRMAAAAGITLPALIDSLI 
T -L A I E R 

Par 1- expression "resistance inductible" on entend 
la capacite pour une bacterie a Gram-positif 
determinee, en particulier pour une souche Entero Coee „ g 
detemunee, de produire une proteine VanB en presence 
d'une concentration 0,05 a 1 M i /m i de vancomycine. 

La resistance a un ou plusieurs glycopeptides 
determines peut se traduire par la persistance d'une 
infection due a des germes habituellement sensibles aux 
glycopeptides, ou peut etre detectee au moyen d'un 
antibiogramme (surtout pour les hauts niveaux de 
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resistance), de la CMT, de 1 'hybridation avec des 
sondes (apres amplification par exemple par PCR) . 

Selon un premier mode particulier de realisation 
de 1- invention, la proteine VanB est caracterisee en ce 
qu'elle est impliquee dans une resistance de type 
inductible a des glycopeptides et en particulier a la 
vancomycine, chez des enterocoques et par exemple chez 
des souches du genre E. faecium ou E. faecal is. 

L" invention concerne egalement une proteine VanB 
caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence 
d'acides amines modifiee par rapport a la sequence I, 
par deletion, insertion, ou remplacement d'un ou 
plusieurs acides amines, des lors que la proteine VanB 
ainsi modifiee est impliquee chez des bacteries a 
Gram-positif, dans une resistance a des glycopeptides, 
en particulier a la vancomycine, cette resistance etant 
de type inductible par la vancomycine, et non 
inductible par la teicoplanine. 

Entre egalement dans le cadre de 1' invention, tout 
fragment peptidique de la proteine VanB caracterise en 
ce qu'il correspond a la sequence d'acides amines I ou 
a toute partie de cette sequence f onctionnellement 
associee a la resistance de type inductible a des 
glycopeptides, en particulier a la vancomycine, chez 
des bacteries a Gram-positif, par exemple des bacteries 
de la famille des enterocoques. 

Avantageusement des fragments peptidiques de 
1' invention presentent en outre ou alternativement, des 
proprietes antigeniques et sont done reconnus par des 
anticorps formes contre la proteine VanB. 

Un fragment particulier de la sequence I 
correspond par exemple a la sequence suivante, ou 
comprend cette sequence : 
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LFELSGIPYVGCDIQSSAACMDKSLAYI 
LTKNAGIAVPEFQMIEKGDKPEARTLTY 
PVFVKPARSGSSFGVTKVNSTEE L N A A I 
EAAGQYDGKILIEQAISGCEVGCAVMGN 
EDDLIVGEVDQIRLSHGIFRIHQENEPE 
KGSENAMIIVPADIPVEERNRVQETAKK 
VYRVLGCRGLARVDLFLQEDGGIVLNEV 

Selon un autre mode de realisation de 1» invention, 
ces antigenes sont specifiques de la proteine VanB et 
ne sont done pas reconnus par des anticorps 
reconnaissant les proteines VanA et VanC telles que 
decrites dans la demande de brevet EP 91920753. 

L' invention ooncerne en outre une sequence de 
nucleotides caracterisee en ce qu'elle code pour une 
proteine VanB impliquee chez des bacteries a Gram- 
positif, dans une resistance a des glycopeptides , en 
particulier a la vancomycine, cette resistance etant de 
type inductible par la vancomycine et non inductible 
par la teicoplanine, ladite proteine VanB comprenant la 
sequence d'acides amines I , ou en ce qu 1 il s'agit d'une 
sequence d'ADN complementaire de cette sequence 
codante, ou d'une sequence d'ARN correspondante . 

Par sequence complementaire, on entend toute 
sequence d'ADN dont les nucleotides sont 
complementaires de ceux de la sequence I , et dont 
1 'orientation est inversee. 

Une sequence nucleotidique particuliere repondant 
a cette definition est caracterisee en ce qu'elle 
comprend 1 -enchainement de nucleotides n suivant ou un 
enchainement nucleotidique modifie par rapport a II 
des lors gu'il code pour une proteine impliquee chez 
des bacteries a Gram-positif , dans une resistance a des 
glycopeptides, en particulier a la vancomycine, cette 
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resistance etant de type inductible par la vancomycin 
et non inductible par la teicoplanine. 
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GAGCGTGTGCTGCGAGATACCACAGAAAACAATCAGAATTGTCTTAACTTTGAAA 

GGAGTTTACAGCATGAATAAAATAAAAGTCGCAATTATCTTCGGCGGTTGCTCGG 

AGGAACATGATGTGTCGGTAAAATCCGCAATAGAAATTGCTGCGAACATTAATAC 

TGAAAAATTCGATCCGCACTACATCGGAATTACAAAAAACGGCGTATGGAAGCTA 

TGCAAGAAGCCATGTACGGAATGGGAAGCCGATAGTCTCCCCGCCATATTCTCCC 

CGGATAGGAAAACGCATGGTCTGCTTGTCATGAAAGAAAGAGAATACGAAACTCG 

GCGTATTGACGTGGCTTTCCCGGTTTTGCATGGCAAATGCGGGGAGGATGGTGCG 

ATACAGGGTCTGTTTGAATTGTCTGGTATCCCCTATGTAGGCTGCGATATTCAAA 

GCTCCGCAGCTTGCATGGACAAATCACTGGCCTACATTCTTACAAAAAATGCGGG 

CATCGCCGTCCCCGAATTTCAAATGATTGAAAAAGGTGACAAACCGGAGGCGAGG 

ACGCTTACCTACCCTGTCTTTGTGAAGCCGGCACGGTCAGGTTCGTCCTTTGGCG 

TAACCAAAGTAAACAGTACGGAAGAACTAAACGCTGCGATAGAAGCAGCAGGACA 

ATATGATGGAAAAATCTTAATTGAGCAAGCGATTTCGGGCTGTGAGGTCGGCTGC 

GCGGTCATGGGAAACGAGGATGATTTGATTGTCGGCGAAGTGGATCAAATCCGGT 

TGAGCCACGGTATCTTCCGCATCCATCAGGAAAACGAGCCGGAAAAAGGCTCAGA 

GAATGCGATGATTATCGTTCCAGCAGACATTCCGGTCGAGGAACGAAATCGGGTG 

CAAGAAACGGCAAAGAAAGTATATCGGGTGCTTGGATGCAGAGGGCTTGCTCGTG 

TTGATCTTTTTTTGCAGGAGGATGGCGGCATCGTTCTAAACGAGGTCCAATACCC 

TGCCCGGTTTTACATCGTACAGCCGCTATCCACGCATGGCGGCTGCCGCAGGAAT 

CACGCTTCCCGCACTAATTGACAGCCTGATTACATTGGCGATAGAGAGGTGACCC 
GTATGGAAAATGGTTTTTTGTTTTTTAGATGAAATGTTGCA 

De maniere generale 1 • invention a egalement pour 
obuet un fragment nucleotidigue caracterise en ce gu-ii 
est capable d'hybrider dans des conditions stringentes 
avec une sequence telle que definie dans 1 . enchainement 
II ci-dessus . 

Les conditions stringentes sont les suivantes : 

* temperature de la reaction 65 «c pendant une nuit 
dans une solution contenant 0,1% de SDS, 0,7% de 
lait en poudre ecreme, 6xSSC (1xSSC=o,15M NaCl et 
0,015M de citrate de sodium a pH=7,0) 

* lavages a temperature ambiante dans 2xssc-o,l% 
SDS puis a 65'C dans 0,2SSC-0,l% SDS. 
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Avantageusement un fragment nucleotidigue 
repondant a la definition precedente aura au xrtoins 15 
nucleotides, de preference au moins 20. 

Une sequence nucleotidique particuliere coiriprend a 
cet egard 1 ■ enchainement suivant: 

TCTGTTTGAATTGTCTGGTATCCCCTATGTAGGCTGCGATATTCAAA 
GCTCCGCAGCTTGCATGGACAAATCACTGGCCTACATTCTTACAAAAAATGCGGG 
CATCGCCGTCCCCGAATTTCAAATGATTGAAAAAGGTGACAAACCGGAGGCGAGG 
ACGCTTACCTACCCTGTCTTTGTGAAGCCGGCACGGTCAGGTTCGTCCTTTGGCG 
TAACCAAAGTAAACAGTACGGAAGAACTAAACGCTGCGATAGAAGCAGCAGGACA 
ATATGATGGAAAAATCTTAATTGAGCAAGCGATTTCGGGCTGTGAGGTCGGCTGC 
GCGGTCATGGGAAACGAGGATGATTTGATTGTCGGCGAAGTGGATCAAATCCGGT 
TGAGCCACGGTATCTTCCGCATCCATCAGGAAAACGAGCCGGAAAAAGGCTCAGA 
GAATGCGATGATTATCGTTCCAGCAGACATTCCGGTCGAGGAACGAAATCGGGTG 
CAAGAAACGGCAAAGAAAGTATATCGGGTGCTTGGATGCAGAGGGCTTGCTCGTG 
TTGATCTTTTTTTGCAGGAGGATGGCGGCATCGTTCTAAACGAGGTC 

Les peptides et polypeptides de 1 1 invention 
permettent de definir une classe genotypique, 
caracterisee par la capacite des sequences 
nucleotidiques codant pour ces peptides, d^ybrider 
dans des conditions stringentes avec la sequence II 
constituant une sonde, 

Ces fragments peuvent etre mis en oeuvre en tant 
qu ' amorces pou*r la realisation de reactions 
^•amplification, ou en tant que sondes. 

Des amorces particulierement interessantes 
repondent aux sequences suivantes : 

- amorce 1 : 5 1 ATGGGAAGCCGATAGTC 3 1 (positions 241-258 
des nucleotides de la sequence I) 

amorce 2 : 5 • GATTTCGTTCCTCGACC 3 1 ( sequence 
reverse-complementaire du fragment des nucleotides 860 
a 877 de la sequence I) . 
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Des sondes nucleotidiques selon 1 ' invention 
peuvent etre specif iques pour detecter chez des 
bacteries a Gram-posit if des sequences codant pour une 
proteine VanB impliguee dans la resistance a des 
glycopeptides notamment a la vancomycine et/ou a la 
teicoplanine, cette resistance etant inductible 
conformement a la definition precedente, ces sondes 
pouvant en outre etre universelles parmi ces sequences. 

Par les sondes specif iques de vanB, on entend tout 
oligonucleotide hybridant avec une sequence 
nucleotidique codant pour une proteine VanB selon 
1* invention, telle que decrite dans les pages 
precedentes, et ne presentant pas de reaction 
d' hybridation croisee ou d« amplification (PCR) avec des 
sequences presentes chez 1' ensemble des souches 
sensibles. 

Un fragment nucleotidique particulier selon 
1' invention est caracterise en ce qu'il n'hybride pas 
dans des conditions stringentes avec 1 ' ADN de souches 
d'enterocoques sensibles a la vancomycine, en 
particulier avec 1 'ADN des souches E. faecalis JH2-2 et 
E. faecium BM4107. 

Ces souches de reference ont respect ivement ete 
decrites par Jacobs et Hobbs (J. Bacterid. 117, 1974, 
360-372) et Leclercq et al (Antimicrob. Agents 
Chemother 33, 1989). 

Un autre fragment nucleotidique interessant dans 
le cadre de 1' invention, est specif ique du gene vanB, 
dans la mesure oU il n'hybride pas dans des conditions 
stringentes avec les genes vanA et vanC tels que 
decrits dans la demande PCT 91920753. 

Un fragment nucleotidique particulierement 
interessant dans le cadre de 1" invention, est le 
fragment repondant a la sequence II. 
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Ce fragm nt est un fragment interne issu du gene 
implique dans la resistance a des souches 
d 1 enterocogues . La resistance peut exister a des 
niveaux variables de concentration en glycopeptides, 

L 1 invention conceme aussi des fragments de 
nucleotides modifies par rapport aux precedents, par 
mutation, addition ou deletion de nucleotides, des lors 
que le fragment ainsi modifie soit code pour un 
fragment de la proteine VanB fonctionnel s'agissant de 
son association a la resistance a des glycopeptides, en 
particulier a la vancomycine, dans les conditions 
decrites ci-dessus, soit hybride avec le gene vanB. 

Dans l'hypothese d'une utilisation des fragments 
nucleotidigues a titre de sondes, un marquage sera 
effectue, par les techniques classiques. A titre 
d'exemple, on utilisera des marqueurs radioactifs ou 
enzymatiques . 

Des fragments de nucleotides selon 1 1 invention 
peuvent etre mis en oeuvre en tant qu 1 amorces, pour 
realiser 1 • amplification, par exemple par PCR, d'acide 
nucleique contenu dans un echantillon biologique donne. 

L 1 invention vise par ailleurs une sequence d 1 ADN 
recombinante, caracterisee en ce qu'elle comprend une 
sequence de nucleotides ci-dessus decrite, sous le 
controle d 1 elements de regulation susceptibles 
d f intervenir dans le clonage ou 1 'expression, d f un gene 
implique dans une resistance de type induct ible par la 
vancomycine et non inductible par la teicoplanine, a 
des antibiotiques de la famille des glycopeptides, 
notamment la vancomycine, chez un hote determine. 

Ce gene implique dans la resistance est par 

exemple le gene vanB qui comprend la sequence de 

> 

nucleotides II ou toute partie fonctionnelle en terme 
de resistance inductible, issue d'une sequence 
hybridant avec la sequence II. 
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L 1 invention concerne aussi un vecteur recombinant 
pour le clonage ou 1 'expression, caracterise en ce 
qu r il comprend une sequence nucleotidique ci-dessus 
decrite en un site non essentiel pour sa replication, 
le cas echeant sous le controle d' elements de 
regulation susceptibles d 1 intervenir dans 1 1 expression 
d'une resistance de type inductible par la vancomycine 
et non inductible par la teicoplanine, a des 
antibiotiques de la famille des glycopeptides, 
notamment la vancomycine, chez un hote determine. 

Des vecteurs particuliers sont par exemple des 
plasmides, des phages, des cosmides, des YAC. 

Un vecteur prefere est le plasmide pAT201, depose 
a la C.N. CM. le 11 Decembre 1992 sous le numero 
1-1277. 

Un autre vecteur prefere est le plasmide pAT202 
forme a partir du plasmide pUC19n contenant un fragment 
de 3,3 kb contenant le gene van B de Enterococcus 
faecalis V583 (Hindlll/Kpnl) . 

pAT2 02 a ete introduit dans E. coli JM83 et depose 
a la CNCM le 29 Mars 1993, sous le n° 1-1291 
(identification E. coli BM2973). 

Ces vecteurs peuvent etre utilises pour 
transformer ou transfecter des botes cellulaires afin 
de doner ou d'exprimer les sequences nucleotidiques de 
1 1 invention. 

Un hote cellulaire recombinant selon 1" invention 
est caracterise en ce qu'il est modifie par une 
sequence nucleotidique ou un vecteur ci-dessus decrits. 

De preference l^ote cellulaire est modifie par 
cette sequence dans des conditions permettant 
1' expression d'une proteine VanB f onctionnelle 

s'agissant de la resistance inductible a des 
glycopeptides . 
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L» invention a aussi pour objet une proteine VanB 
recombinante telle qu'obtenue a partir d'un note 
cellulaire recombinant selon la definition precedente, 
la proteine VanB obtenue etant caracterisee en ce que 
son ossature peptidique comprend la sequence d'acides 
amines ci-dessus, et en ce qu'elle est impliguee chez 
des bacteries a Gram-positif , dans une resistance a des 
g iycopeptide S/ en particulier a la vancomycine, cette 
resistance etant de type induct ible par la vancomycine 
et non induct ible par la teicoplanine. 

La proteine VanB selon 1' invention permet de 
preparer des anticorps monoclonaux ou polyclonaux 
caracterises en ce qu'ils reconnaissent specif iquement 
la proteine VanB ou un fragment peptidique decrit ci- 
dessus . 

Ces anticorps peuvent etre obtenus selon les 
methodes classiques de production d- anticorps. En 
particulier pour la preparation des anticorps 
monoclonaux on aura recours a la methode de Kohler et 
Milstein selon laquelle on prepare des anticorps 
monoclonaux par fusion cellulaire entre des cellules de 
myelome et des cellules spleniques de souris 
prealablement immunisees avec un polypeptide ou une 
composition selon 1« invention, conformement au procede 
classique. 

Les anticorps de l- invention sont avantageusement 
utilisables pour la detection de la presence de 
proteines caracteristigues d'une resistance aux 
glycopeptides, en particulier a la vancomycine et a la 
teicoplanine, cette resistance etant du type inductible 
par la vancomycine et non inductible par la 
teicoplanine. 

Entre egalement dans le cadre de 1« invention, un 
kit pour le diagnostic in vitro sur un echantillon 
biologique, de la presence de souches resistantes a des 
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glycopeptides apres induction notamment par la 
vancomycine et non par la teicoplanine, ces souches 
appartenant en particulier aux cocci a Gram-positif , 
notamment en ce qu'il s'agit des souches 
d'enterocoques, par exemple £, faecium, caracterise en 
ce qu'il comprend : 

des anticorps ci-dessus decrits, le cas echeant 

marques , 

un reactif pour la detection d f une reaction 
immunologique du type anticorps-antigene, 
le cas echeant des reactifs pour effectuer la lyse 
des cellules de 1 'echantillon teste, 
le cas echeant une concentration determinee de 
vancomycine, pour induire la resistance. 
L 1 invention concerne aussi un kit tel que defini 
ci-dessus, qui comprend en outre des anticorps diriges 
specifiquement contre la proteine VanA et/ou des 
anticorps diriges specifiquement contre la proteine 
VanC . 

Selon un autre mode de realisation de 1* invention, 
le kit permet indif f eremment la detection d'une 
resistance correspondant a un phenotype VanA, VanB ou 
VanC, et comprend des anticorps reconnaissant VanA, 
VanB et VanC. Ces anticorps peuvent etre selectionnes 
par leur capacite a reconnaitre un epitope commun aux 
trois proteines. II peut egalement s'agir d»un melange 
d' anticorps reconnaissant des epitopes differents, 
propres a chacune des proteines. 

Selon une autre mode de realisation de 
1" invention, un kit pour le diagnostic in vitro de la 
presence de souches resistantes a has niveau, a des 
glycopeptides, en particulier resistantes a la 
vancomycine, est caracterise en ce qu^l comprend : 
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une sonde nucleotidique capable d'hybrider dans 

des conditions stringentes avec une sequence 

nucleotidique du gene vanB, et le cas echeant, 

des nucleoside-triphosphates dATP, dCTP, dTTP, 
dGTP, 

un agent de polymerisation d'ADN. 

Un autre kit de detection comprend en outre une 
sonde de nucleotides capable d'hybrider specif iquement 
avec le gene vanA et une sonde capable d'hybrider 
specif iquement avec le gene vanC. 

ce kit peut etre avantageusement utilise pour la 
detection d'une resistance chez des cocci a Gram- 
positif notamment chez des enterocoques, par exemple 
chez E. faecium . 

L' invention vise aussi un kit pour la detection in 
Yitro d'une resistance a des glycoproteins , notanunent 
a la vancomycins, cette resistance correspondant a l'un 
des phenotypes VanA, Vans ou Vane, le kit comprenant 

- une sonde nucleotidique hybridant avec les genes 
vanA, vanB et vanC, 

- des nucleoside-triphosphates dATP, dCTP, dTTP et 
dGTP, 

- un agent de polymerisation d'ADN. 

L' invention vise aussi un procede de detection in 
vitro de la presence de souches resistantes a des 
glycopeptides, en particulier a la vancomycine et/ou a 
la teicoplanine, ces souches appartenant en particulier 
a la famille des cocci a Gram-positif , notamment en ce 
qu'il s'agit de souches d • enterocoques , par exemple 
faecium ou E.faecalis, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

a) la mise en contact d'un echantillon biologique 
susceptible de contenir les souches resistantes, 
avec une amorce constitute par un fragment 
nucleotidique selon 1' invention, tel que decrit 
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b) 



c) 



ci-dessus, capable d'hybrider avec une sequence 
nucleotidique recherchee, impliquee dans 
1» expression de la resistance, cette sequence 
etant utilisee comme matrice, en presence des 4 
differents nucleosides triphosphates, et d'un 
agent de polymerisation, dans des conditions 
d' hybridation telles que pour chaque sequence 
nucleotidique ayant hybride avec une amorce, un 
produit d' elongation de chaque amorce 
complementaire de la matrice est synthetise, 
la separation de la matrice et du produit 
d' elongation obtenu, ce dernier pouvant alors 
egalement se comporter comme une matrice, 
la repetition de l'etape a) de facon a obtenir une 
quantite detectable des sequences nucleotidiques 
recherchees , 

la detection du produit d- amplification des 
sequences nucleotidiques. 

La sonde utilisee peut done etre specif ique de la 
sequence nucleotidique II ou d'une sequence hybridant 
dans des conditions stringentes avec la sequence II. 
Dans ces conditions, le procede selon 1' invention 
permet la detection d'une resistance a des 
glycopeptides, cette resistance etant inductible par la 
vancomycine et non inductible par la teicoplanine. 

Selon un mode de realisation particulier de 
1' invention, ce procede comprend egalement la mise en 
contact de 1 'echantillon biologique avec un fragment 
nucleotidique specifique du gene vanA et/cm un fragment 
nucleotidique specifique du gene vanC. Dans ce cas le 
procede selon 1' invention permet avantageusement la 
detection de differents phenotypes de resistance. 

Selon un autre mode de realisation, on detectera 
indifferemment une resistance correspondant a un 
phenotype VanA, VanB ou VanC, en utilisant une sonde 
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commune aux genes vanA, vanB ou vanC. Une telle sonde 
peut etre realisee a partir des sequences 
polypeptidiques alignees de la figure 2. 

D'autres caracteristigues et avantages de 
1« invention apparaissent dans les exemples et les 
figures suivants : 

FIGURES 

Figure 1 : 

Sequence de nucleotides et d'acides amines 
correspondant au gene vanB. La sequence de 
nucleotides des deux brins a ete determinee a 
partir de l'inserat contenu dans pUCl8, par la 
methode dideoxy de terminaison de chaine (Sanger 

et al, 1977, ptoc. Natl. Acad. Sci^. 

USA, 74: 5463-5467) en utilisant l'ADN polymerase 
T7. 

La sequence soulignee RBS represente la sequence 
Shine-Dalgarno de liaison au ribosome. 

Figure 2 : 

Alignement de la sequence d'acides amines deduite 
de la proteine VanB et des regions correspondantes 
de VanA, VanC, DdIA et DdLB de E.coli (Dutka-Malen 
et al, 1992 Gene , 112:53-58), Ddl de En.faecalis 
V583 et DdIA de S . tvphimurium (Daub et al - 
Biochemistry 27, 1988, 3701-3708). Les acides 
amines identiques (I) et les substitutions 
conservatives (C) dans les 7 sequences ont ete 
indiques sous 1 ' alignement. Pour que la 
classification en tant que substitution soit 
conservee, les acides amines ont ete regroupes 
comme suit : RK, LFPMVI, STQNC, AGW, H, ED et Y. 
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Les domaines 1, 2, 3 t 4 correspondent a des 
regions de forte homologie. 

Figure 3 : 

Oligonucleotides VI et V2 utilises pour amplifier 
l'ADN du gene vanB. 

Figure 4 : 

Seguence de nucleotides du gene ddl de En.faecalis 
V583 et seguence d'acides amines correspondante . 
Le plasmide pAT2 03 a ete construit en sous-clonant 
l'ADN d'un bacteriophage a recombinant 
partiellement digere avec Sau3AI (Pharmacia) , dans 
PUC19 digere avec BamHI (Pharmacia). L'inserat de 
15 kb de pAT203 comprend le gene ddl. La seguence 
de nucleotides de 1079 pb consecutives de pAT203 a 
ete determinee sur les deux brins par la methode 
dideoxy de terminaison de chaine. La premiere 
paire de bases de la seguence est definie a la 
position 1. La seguence de liaison au ribosome RBS 
est a la position 19 en amont du codon de depart 
TTG. Le codon stop TTA est indigue. La seguence 
d'acides amines deduite de la proteine Ddl est 
presentee . 

APPROCHE EXPERIMENTAL 

Les antibiotigues de la famille des glycopeptides, 
tels que la vancomycine (Vm) et la teicoplanine (Te) se 
fixent aux residus D>Ala C-terminaux des precurseurs du 
peptidoglycane, bloguant ainsi leur incorporation dans 
la paroi cellulaire bacterienne (Reynolds, p.e. i 98 9 
Eur. J. Clin. Microbiol. Infect, n<o 8:943-950). Les 
residus D-Ala sont incorpores dans les precurseurs au 
niveau de la paroi cellulaire, sous forme de dipeptides 
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synthetises par des ligases D-Ala: D-Ala (DDL) (Walsh, 
C. T . 198 9 J. Biol. Chem. 264:2393-2396). La ligase VanA 
synthetase le dipeptide D-Ala-D-lac qui se substitue a 
D-Ala- D- Al a conduisant a la synthese de precurseurs qui 
lient la vancomycine avec une affinite reduite (Bugg et 
al Biochemistry 30:10408-10415 (1991), Handwerger et 
al, J. Bacteriol. 174:5982-5984 (1992), Messer et 
Reynolds, FEMS Microbiol. Letters 94:195-200 (1992)). 

La resistance aux glycopeptides chez les 
enterocoques est heterogene (Dutka-Malen et al, 1990 
Antimicrobiol Agents Chemother 34:1875-1879). 

Les proteines de resistance VanA et VanC (voir 
demande de brevet EP 91920753.0 du 29 octobre 1991) 
montrent une homologie de 30 a 37% (les details sont 
donnes dans le tableau III) en acides amines avec les 
D-Ala : D-Ala ligases (Ala=Alanine) de E.coli (Dutka- 
Malen et al, 1992 Gene 112:53-58). Les genes de 
structure pour les proteines VanA et VanC n'hybrident 
pas avec l'ADN des souches de phenotype VanB (Dutka- 
Malen et al, 1990, Leclercq et al, Antimicrob. Agents 
Chemother 36:2005-2008 (1992)). 

Les inventeurs sont parvenus a identifier la 
sequence nucleotidique impliquee dans les proprietes de 
resistance a la vancomycine de souches d • enterocoques 
ayant le phenotype VanB et resistant, apres induction 
avec la vancomycine. 

souches Bacteriennes : 39 isolats de E.faecium (28 
souches) et E. faecal is (11 souches) resistantes a de 
faibles ou de fortes concentrations de vancomycine et 
sensibles a la teicoplanine ont ete etudiees (tableau 
II). Parmi ces souches, 24 isolats y compris E.faecalis 
V583 (Sahm D. et al, Antimicrob. Agents Chemother. 
1989, 33:1588-91) et E.faecium D366 (Gutmann L. et al, 
Antimicrob. Agents Chemother 1992, 36:77-80) etaient 
resistantes a de faibles concentrations de vancomycine 
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sur la base d'un test de sensibilite sur disque. Ces 
souches appartiennent au phenotype de classe B. 15 
isolats resistant a de fortes concentrations de 
vancomycine (CIM > 128 /xg/ml) y compris E.faecalis 
souche V583-2 (Zarlenga LJ . e t al, Antimicrob. Agents 
Chemother. 1992, 36:902-5), qui est un mutant spontane 
de V553, ainsi que UMH-1 (Schwalbe R. et al. Abstract 
A-117, in Abstracts of the 91st General Meeting of the 
American Society for Microbiology. Dallas, TX: American 
Society for Microbiology, 1991) ont aussi ete etudies 
Les souches-controle etaient des souches d • enterocoque 
bien caracterisees appartenant aux phenotypes A et c et 
hybridant avec les sondes VanA et VanC respectivement . 
II s'agit en particulier de 6 isolats cliniques de 
E.faecium hautement resistants a la vancomycin et a la 
texcoplanine, incluant BM4147. Le S SOU ches de 
E.qallinarum incluant BM4174 appartenant a la classe c 
ont egalement ete utilisees comme controle. Pont 
egalement partie les contr61es de souches de 
E.casseliflavus , y compris la souche ATCC 25788, qui 
sont des isolats intrinsequement resistants a de 
faxbles niveaux de vancomycine et sensibles a la 
teicoplanine (Leclercq R. et al, Antimicrob. Agents 
Chemother. 1992, 36:2005-8). 

Les souches suivantes ont egalement ete etudiees • 
Erysipelothriv rhusiopathi ae a 124 (Institut Pasteur 
Collection), Lactobacill us braHg ATCC 1486g 
Lactobacillus ra^i ATCC 393, Lactobacilli confusus 
ATCC 1088I, Lactobacillus fermentum atcc 9338 
Lactobacillus plantarum ATCC 8014, Lactobacilli 
reuteri ATCC 23272, Lactobacillu s rhamn 0fi n c ^ ^ 
Lactobacillus salivarius ATCC 11741, Pediococcu* 

acxdilacti ATCC 8042, Pediococcus r^+^ , Trp 

33316 ' et LgHgonostoc me Sen t S r n irioc CIP 16407 ^ 
enterocoques suivants sensibles a des antibiotiques de 
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la famille des glycopeptides sont utilises comme 
controles negatifs: E.durans ATCC 19432, E.faecium ATCC 
19 434, BM4107 (Leclercq R. et al, Antimicrob. Agents 
Chemother. 1992, 36:2005-8), et MT10R (GutmannL et al, 
Antimicrob. Agents Chemother, 1992, 36:77-80), souche 
sensible a la vancomycine derivee de D366 ; E.faecalis 
ATCC 29212, ATCC 33186, JH2-2 (Leclercq R. et al, 
Antimicrob. Agents Chemother. 1992, 36:2005-8), et 
V583-C1, souche sensible a la vancomycine derivee de 
V583, (Tableau II), et un isolat clinique de E.faecium 
et E.faecalis . Des caracteristiques de souches de 
reference sont depeintes au tableau I. E.faecium BM4107 
et E.faecalis JH2-2, a la fois resistantes a la 
rifampine et a l'acide fusidigue (Leclercq R. et al, 
Antimicrob. Agents Chemother. 1992, 36:2005-8), etaient 
utilises comme souches receptrices pour des experiences 
de conjugaison. 

Identification des enter ocooues 

Les enterocoques ont ete identifies par la methode 
de Facklam et Collins, J. Clin. Microbiol. 1989, 
27:731-4). L' identification des especes etait fondee 
sur les tests de reduction du tellurite de potassium et 
de production d'acides a partir de carbohydrates sur 
des'bandes de streptocoques API 20 (bioMerieux, Marcy 
1'Etoile, France). Le test de mobilite a 30'C et de 
fermentation des carbohydrates ont ete utilises pour 
distinguer E.aallinarum et F.easselif lavus de E.faecium 
et E.faecalis . Les souches de E.casselif lavus ont ete 
distinguees des souches de E.aallinarum sur la base de 
la production d'un pigment jaune sur de l'agar. 
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Un milieu coeur-cerveau et de l'agar (Difco 
Laboratoires, Detroit, MI) ont ete utilises. Des tests 
de sensibilite ont ete realises sur de l'agar Mueller- 
Hinton (Diagnostics Pasteur, Marne La Coquette, 
France). Toutes les incubations ont ete realisees a 
37 °c. 

Determination de la sensibilize in vitro auv 

antibiotigues . 

Le test de diffusion sur disque avec des disgues 
contenant 30 M g de vancomycine ou 30 M g de teicoplanine 
(Diagnostics Pasteur) a ete utilise pour le criblage 
initial. La methode de Steers et al avec io* CFU par 
tache a ete utilisee pour determiner la CMI des 
antibiotigues (Steers E. et al, Antibiot. Chemother. 
(Basel) 1959, 9:307-11). 

Transfert du caractere de resi s tance d'un antibiotig no 

La conjugaison sur f litres a ete realisee selon la 
technique decrite par Dutka-Malen S. et al, Antimicrob. 
Agents Chemother. 1990, 34:1875-9. Les concentrations 
en antibiotigues pour la selection des transconj ugues 
etaient les suivantes : rifampine : 20 /xg/mi ; acide 
fusidigue : lO/xg/ml et vancomycine : 4 et 8 Mg/ml. 

Enzymes et rdactifs 

La lisozyme a ete obtenue chez Sigma Chemical Co. 

(St Louis, MO). La RNase A (pancreas de bovin) et la 
proteinase K ont ete obtenues chez Calbiochem. Co. (San 
Diego, CA). L.[a-32 P] dCTP et le sel de triethylammonium 

(activite specifique 3000 ci/mmol) ont ete obtenus de 
Radiochemical Center, Amersham, Grande-Bretagne . La 
teicoplanine provient de Gruppo Lepetit (Milan, Italie) 
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et la vancomycine provient de Eli Lilly & Co 
(Indianapolis, IN) . 

Les oligonucleotides VI et V2 decrits dans la 
demande de brevet EP 91920753.0, ont permis 
!• amplification par la technique de PCR, de fragments 
internes aux genes codant pour les proteines VanA, VanC 
et D- Al a : D-Al a ligases (Dutka-Malen et al, 1992 Gene 
112:53-58) . 

L- amplification du gene vanB a ete realisee avec 
les oligonucleotides VI et V2 et l'ADN (20 ng) de 
Rnterococcus faecal is V583 (Sahro et al, 1989 
Antimicroh- Agents Chemother 33:1588-1591) . 

Pour realiser cette amplification, la technique 
decrite dans la publication de Dutka-Malen et al, 1992 
a ete utilisee. Les fragments obtenus ont ete separes 
sur gel d' agarose (1%) dans un tampon TAE, qui a permis 
de reveler une bande unique d' environ 600 pb, qui a ete 
extraite du gel en utilisant un kit de purification de 
l'ADN (GeneClean, BiolOl Inc., la Jolla, CA) . En 
utilisant un kit permettant l'obtention d'extremites 
f ranches au niveau de l'ADN (Amersham, Amersham, 
Grande-Bretagne) , les fragments ont ete traites avec 
l'ADN T4 polymerase et ligatures au niveau du site Smal 
d'un plasmide pUC18 digere et dephosphorile (Norrander 
et al, 1983, Gene 26:101-106). 

La sequence de 632 pb (sonde vanB) correspondant a 
1' insert du plasmide recombinant (figure 1) a ete 
determinee par la methode dideoxy de terminaison de 
chaine (Sanger et al, 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA , 
24:5463-5467) en utilisant l'ADN T7 polymerase 
(Pharmacia, Uppsala, Suede) et le [a-*S]dATP 
(Amersham, Radiochemical Center, Amersham, Grande- 
Bretagne) . 
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Etant donne que 1 • amplification avec 1 'ADN Taq 
polymerase peut conduire a des incorporations erronees 
de nucleotides, la sequence a ete confirmee comme 
suit : un oligonucleotide complementaire des positions 
513 a 530 de la sequence nucleotidique de la figure 1 a 
ete synthetise par la methode au phosphoramidite (unite 
de Chimie Organique, Institut Pasteur, France) et 
utilise avec 1« amorce VI pour realiser une 
amplification par PGR d'un fragment de vanB. Le produit 
PCR a ete sequence directement (Mabilat et al, 1990 
Plasmid 23:27-34) ou apres le clonage dans un 'vecteur 
PUC18, afin de reveler 1'identite des nucleotides avec 
le fragment clone obtenu avec VI et V2. 

Une hybridation de type southern a ete realisee 
selon la methode de Johnson et al, Gene Anal. Technol 
1:3-8 (1984). 1 'ADN total des souches d • enterocoque 
(Tableau 1) a ete prepare selon la technique decrite 
par Le Bouguenec et al, 1990, J. Bac^r^i 
1Z2 :727-734, digere avec les enzymes Hindlll et Kpnl 
(United states, Biochemical Corporation, Cleveland 
Ohio) et resolu sur des gels d- agarose 1% . L 'ADN a ete 
transfers sur des membranes de nylon (Nytran 
Schleicher & Schuell, Dassel, Allemagne) avec un 
apparen de transfert sous vide (Trans. Vac. TE80 
Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, CA) . La 
sonde a ete obtenue en marguant le fragment PGR clone 
avec un kit de translation de cesure (Bethesda Research 
Laboratories Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD ) 
et (a-*2 P) dCTP (Amersham, Radiochemical center 
Amersham, Grande-Bret agne) . L'hybridation a ete 
realisee dans des conditions stringentes a 68 *c 
(Johnson et al, 1984, Gene Anal, tv^h^-, i :3 _ 8) Lfts 
membranes ont ete lavees a 65 "C dans 0,1% SDS-2XSSC. 

La sonde vanA consistait en un fragment Psti de 
265 pb interne au gene vanA (Dukta Malen s. et al, Mol. 
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Gen. Genet. 1990, 224:364-72). La sonde vanC consistait 
en un fragment EcgRI -Hindi de 690 pb, interne au gene 
vanC (Leclercq R. et al, Antimicrob. Agents Chemother 
1992, 36:2005-8. Dukta Malen S. et al Gene, 1992, 
112:53-8). La sonde vanB correspond a la sequence II. 

La sequence en acides amines deduite de l'inserat 
contenu dans le plasmide P UC18 a ete comparee avec 
differentes sequences de proteines [figure 2] : le 
tableau 5 resume les pourcentages d'identite en acides 
amines compares deux a deux pour les sequences des 
proteines VanB, VanA, VanC, ElDdl, DdlA et DdlB. 
Dans les conditions d' hybridation- en southern, le 
fragment clone hybridait avec le fragment de 3,3 kb 
Hindlll-Kpnl de E. faecalis V583. La sonde n'hybride 
pas avec 1 • ADN d'un derive de V583 sensible a la 
vancomycine ou a l'ADN des souches de E. faecalis et E^ 
faecium sensibles a la vancomycine utilisees comme 
reference. Le fragment d'ADN clone obtenu par PCR 
correspond a un fragment interne du gene impligue dans 
la resistance. Ce gene code pour une enzyme apparentee 
aux D-Ala:D-Ala ligases, appelee VanB, qui pourrait 
etre impliquee dans la synthese d'un produit se 
substituant a D-Ala-D-Ala. 

Ces tests ont permis de roettre en evidence un seul 
groupe de genes apparentes a vanB, et responsable d'un 
bas et d'un haut niveau de resistance a la vancomycine 
chez les enterocoques (tableaux 1 et 2) . 

Aucune hybridation n'a ete observee entre la sonde 
VanB et 1 'ADN de souches sensibles a la vancomycine 
sans induction ou portant les genes vanA ou vanC ou 
intrinsequement resistantes. 

La sequence complete du gene vanB a ete clonee en 
mettant en oeuvre les etapes suivantes : 

Le plasmide pAT202 a ete obtenu en sous-clonant 
dans pUC19 un fragment Hindlll-Kpnl de 3,3 kb du 
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bacteriophage recombinant x contenant le gene vanB. Le 
clonage a ete realise avec des endonucleases de 
restriction (Boehringer, Mannheim, Allemagne et 
Pharmacia LKB Biotechnology Inc. Uppsala, Suede), la T4 
DNA ligase (Boehringer) et la phosphatase alkaline 
(Pharmacia) conformement aux recommendations du 
fabricant. La sequence nucleotidique de 1090 pb 
consecutives de pAT202 a ete determinee pour les deux 
brins par la methode dideoxy de terminaison de chaine 
(Sanger et al, 1977) en utilisant la T7 DNA polymerase 
modifiee (Amersham Radiochemical Center, Amersham, 
Grande-Bretagne) et des • oligonucleotides 

complementaires de la sequence, synthetises par la 
methode au methoxy phosphoramidite (institut Pasteur, 
Paris, Prance). Les produits des reactions ont ete 
resolus par electrophorese sur gel de polyacryl amide 6% 
denaturant. La premiere paire de bases de la sequence 
presentee correspond a la position l (figure 1). Le 
site potentiel de liaison au ribosome (RBS) (Moran et 
al, Mol. Gen. Genet. 186 (1982) 339-346) en amont du 
codon ATG d'initiation a la position 46 est souligne. 
Le codon stop (TGA) est indigue par une asterisgue. La 
sequence d'acides amines est alignee avec le premier 
nucleotide de chaque codon. 

Le transfert du caractere de resistance a la 
vancomycine (chez 6 isolats d ' enterocoques parmi 17) 
par conjugaison sur filtre, a ete observe chez des 
souches E.faecium et E.faecalis resistantes a de 
faibles ou a de fortes concentrations d'antibiotiques. 

Parmi les autres fragments d' environ 600 bp 
amplifies a partir des oligonucleotides VI et V2, un 
inserat hybridait avec 1 • ADN de souches Vm R ou Vm's de 
En.faecalis mais pas avec 1 'ADN de souches de 18 autres 
especes. Ce gene code pour une D-Ala : D— Ala ligase dans 
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En.faecalis . Puisqu'aucun autre gene de ligase dans 
En.faecalis n'a ete detecte, ce gene a ete appele ddl. 

Le clonage et le sequencage du gene ddl insere 
dans le vecteur pUC19 (Norrander et al, Gene 26, 1983, 
101-106) ont permis de constater que la teneur en bases 
G et C de ddl (37,5%) et du chromosome de En.faecalis 
(37-39%) etaient tres semblables. 

Differentes observations suggerent que le gene 
vanB aurait une origine exogene : (i) le gene peut etre 
transfere par conjugaison. (ii) Les sequences de 
nucleotides apparentees a van B n • ont pas ete detectees 
dans 1 • ADN de souches Vm s de En.faecalis et En.faecium 
et les representants de 16 autres especes 
d'Enterococcus (tableau III), (iii) La teneur en bases 
GC du gene vanB differe de facon marquee de celle du 
chromosome de En.faecalis . (iv) Le niveau faible de 
similitude entre Ddl de En.faecalis et VanB (34% 
d'identite) indique que les genes correspondants n'ont 
pas pour origine une duplication recente. 

Precurseurs de peptidogl ycanes chez En.faecalis 

Vm R et Vm s 

L' incubation de En.faecalis V583 avant 1' induction 
de souches En.faecalis JH2-2 Vm R ou Vm s (Jacob et Hobbs 
- J. Bacteriol. 117, 1974, 360-372) avec la ramoplanine 
(9 ng/ml) inhibiteur de la paroi cellulaire a conduit a 
1- accumulation du precurseur de la paroi cellulaire 
UDP-N-acetylmuramyl-L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala (UDP- 
Mur-NAc-pentapeptide) qui est utilise dans le cycle 
normal de la synthese du peptidoglycane. 

Apres 1» induction de la resistance, En.faecalis 
V583 a accumule trois intermediaires de la paroi 
cellulaire lorsque la souche etait incubee avec la 
ramoplanine (tableau IV) . C s intermediaires ont ete 
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identifies comme etant des UDP-MurNAc-pentapeptides, 
UDP-MurNAc-tetrapeptide depourvu de la partie c- 
terminale D-Ala de 1 • UDP-MurNAc-pentapeptide ; et de 
facon predominate, UDP-MurNAc-tetrapeptide-D-lactate 
dans lequel la partie C-terminale D-Ala de l'UDP- 
MurNAc-pentapeptide est remplacee par le D-lactate. La 
presence de UDP-MurNAc-tetrapeptide-D-lactate suggere 
que les souches de phenotypes VanA et VanB ont le meme 
mecanisme de base de resistance aux glycopeptides ; 
c'est a dire gu'ils synthetisent du D-lactate qui peut 
etre lie a VanB (ou VanA) par le D-Ala pour synthetiser 
du D-Ala-D-lactate qui est ensuite incorpore dans le 
precurseur de peptidoglycane. 

Les precurseurs de la paroi ont ete purifies par 
chromatographic d'echange d'ions et desalage par 
filtration sur gel. L- identification a ete . f ondee sur 
une spectroscopie de masse (positive ion electrospray 
mass spectroscopy), un spectre UV (pour 1- uracil) 
analyse automatisee des acides amines apres hydrolyse 
pendant 4h et 24h (pour 1'acide muramique et les taux 
en acides amines) et !• analyse par reactions 
enzymatiques specifigues du residu terminal obtenu par 
reaction avec le D, D-carboxypeptidase de Actinomadure 
R39 (Messer et Reynolds, FEMS Microbiol Letter 94 
1992, 195-200). 

La guantite totale de precurseurs accumulee dans 
chaque culture etait semblable approximativement . 65 
Mmol/g de poids sec dans une periode d- incubation 
correspondant a 0,6 de la duree moyenne de synthese. 
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TABLEAU III 



Resultats des experiences d 'hybridation 



Resistance m> re de Hybridation avec sonde 

Especes phcnotype souches testees vflnB ddl (En. faecalis) 



En. faecalis 


Vm*,Te s 


11 


+ 


+ 




VmS, Te s 


5 




+ 


En.faecium 


Vm R ,Te R 


6 








Vm R ,Te s 


28 


+ 






Vm s , Te s 


4 






En. gallinarum 


Vm R .Te s 


3 






En. casseliflavus 


Vm R .Te s 


2 






En. spp. ( 15 espea 


ss 3 ) VmS.TeS 


15 







* Type de souches de En. avian, En. cecorun, En. columbac, En. dispar. En. durans. En. 
flavescens, En. hirae. En. malodorants. En. mundtiU En. pseudoavium. En. raffinosus. 
En. saccharolyticus. En. seriolicida, En. solixarius et En. stdfureus. 
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REVENDICATIONS 

1. Proteine VanB caracterisee en ce qu'elle 
comprend la sequence d'acides amines suivante I, et en 
ce qu'elle est impliquee chez des bacteries a Gram- 
positif, dans une resistance a des glycopeptides, en 
particulier a la vancomycine, cette resistance etant de 
type inductible par la vancomycine et non inductible 
par la teicoplanine. 

MNKIKVAIIFGGCSEEHDVSVKSAIEIA 

ANINTEKFDPHYIGITKNGVWKLCKKPC 

TEWEADSLPAIFSPDRKTHGLLVMKERE 

YETRRI DVAFPVLHGKCGEDGAIQGLFE 

LSGIPYVGCDIQSSAACMDKSLAYILTK 

NAGIAVPEFQMIEKGDKPEARTLTYPVF 

VKPAR.SGSSFGVTKVNSTEELNAAIEAA 

GQYDGKILIEQAISGCEVGCAVMGNEDD 

LIVGEVDQIRLSHGIFRIHQENEPEKGS 

ENAMIIVPADIPVEERNRVQETAKKVYR 

VLGCRGLARVDLFLQEDGGIVLNEVNTL 

PGFTSYSRYPRMAAAAGITLPALIDSLI 
T L A I E R 

2. Proteine VanB selon la revendication l, 
caracterisee en ce qu'elle a la capacite de conferer 
une resistance de type inductible a des glycopeptides 
et en particulier a la vancomycine, chez des 
enterocoques et par exemple chez des souches du genre 
E . f aecium ou E. faecal is . 

3. Proteine VanB selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, caracterisee en ce qu'elle comprend 
une sequence d'acides amines modifiee par rapport a la 
sequence I, par deletion, insertion, ou remplacement 
d'un ou plusieurs acides amines, des lors que la 
proteine VanB ainsi modifiee est impliquee chez des 
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bacteries a Gram-positif , dans une resistance a des 
glycopeptides, en particulier a la vancomycine, cette 
resistance etant de type inductible par la vancomycine 
et non inductible par la teicoplanine. 

4. Fragment peptidique de la proteine VanB 
caracterise en ce qu ' il correspond a la sequence 
d f acides amines I ou a toute partie de cette sequence 
f onctionnellement associee a la resistance a des 
glycopeptides, en particulier a la vancomycine, chez 
des bacteries a Gram-positif , par exemple des bacteries 
de la famille des enterocoques, cette resistance etant 
de type inductible par la vancomycine- et non inductible 
par la teicoplanine. 

5. Fragment peptidique de la proteine VanB, 
caracterise en ce qu'il correspond a la sequence 
d'acides amines I ou a toute partie de cette sequence 
et en ce qu • il a des proprietes antigeniques . 

6. Fragment peptidique de la proteine VanB selon 
la revendication 5, caracterise en ce qu»il est reconnu 
specif iquement par des anticorps diriges contre la 
proteine VanB, et qu'il est depourvu de reaction 
immunologique avec des anticorps reconnaissant les 
proteines VanA et/ou VanC. 

7 . Sequence de nucleotides caracterisee en ce 
qu'elle code pour une proteine VanB impliquee chez des 
bacteries a Gram-positif , dans une resistance a des 
glycopeptides , en particulier a la vancomycine, cette 
resistance etant de type inductible par la vancomycine 
et non inductible par la teicoplanine, ladite proteine 
VanB comprenant dans son ossature peptidique, la 
sequence d'acides amines I, ou en ce qu'il s ! agit d f une 
sequence d'ADN complementaire de cette sequence 
codante, ou d'une sequence d 1 ARN correspondante. 

8. Sequence de nucleotides selon la revendication 
7, caracterisee en ce qu'elle comprend 1 •enchainement 
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de nucleotides II suivant ou un enchainement 
nucleotidique modifie par rapport a II , des lors qu'il 
code pour une proteine impliquee che2 des bacteries a 
Gram-positif , dans une resistance a des glycopeptides, 
en particulier a la vancomycine, cette resistance etant 
de type inductible par la vancomycine et non inductible 
par la teicoplanine. 

GAGCGTGTGCTGCGAGATACCACAGAAAACAATCAGAATTGTCTTAACTTT GAAA 

GGAGTTTACAGCATGAATAAAATAAAAGTCGCAATTATCTTCGGCGGTTGCTCGG 

AGGAACATGATGTGTCGGTAAAATCCGCAATAGAAATTGCTGCGAACATTAATAC 

TGAAAAATTCGATCCGCACTACATCGGAATTACAAAAAACGGCGTATGGAAGCTA 

TGCAAGAAGCCATGTACGGAATGGGAAGCCGATAGTCTCCCCGCCATATTCTCCC 

CGGATAGGAAAACGCATGGTCTGCTTGTCATGAAAGAAAGAGAATACGAAACTCG 

GCGTATTGACGTGGCTTTCCCGGTTTTGCATGGCAAATGCGGGGAGGATGGTGCG 

ATACAGGGTCTGTTTGAATTGTCTGGTATCCCCTATGTAGGCTGCGATATTCAAA 

GCTCCGCAGCTTGCATGGACAAATCACTGGCCTACATTCTTACAAAAAATGCGGG 

CATCGCCGTCCCCGAATTTCAAATGATTGAAAAAGGTGACAAACCGGAGGCGAGG 

ACGCTTACCTACCCTGTCTTTGTGAAGCCGGCACGGTCAGGTTCGTCCTTTGGCG 

TAACCAAAGTAAACAGTACGGAAGAACTAAACGCTGCGATAGAAGCAGCAGGACA 

ATATGATGGAAAAATCTTAATTGAGCAAGCGATTTCGGGCTGTGAGGTCGGCTGC 

GCGGTCATGGGAAACGAGGATGATTTGATTGTCGGCGAAGTGGATCAAATCCGGT 

TGAGCCACGGTATCTTCCGCATCCATCAGGAAAACGAGCCGGAAAAAGGCTCAGA 

GAATGCGATGATTATCGTTCCAGCAGACATTCCGGTCGAGGAACGAAATCGGGTG 

CAAGAAACGGCAAAGAAAGTATATCGGGTGCTTGGATGCAGAGGGCTTGCTCGTG 

TTGATCTTTTTTTGCAGGAGGATGGCGGCATCGTTCTAAACGAGGTCCAATACCC 

TGCCCGGTTTTACATCGTACAGCCGCTATCCACGCATGGCGGCTGCCGCAGGAAT 

CACGCTTCCCGCACTAATTGACAGCCTGATTACATTGGCGATAGAG AGGTGA CCC 

GTATGGAAAATGGTTTTTTGTTTTTTAGATGAAATGTTGCA 

9. Fragment nucleotidique caracterise en ce qu'il 
est capable d'hybrider dans des conditions stringentes 
avec une sequence selon l'une quelcongue des 
revendications 7 ou 8 ou fragment nucleotidique 
complementaire . 
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10. Fragment nucleotidique selon la revendication 
9, caracterise en ce qu'il n'hybride pas dans des 
conditions stringentes avec 1 1 ADN de souches 
d 1 enterocoques sensibles a la. vancomycine, en 
particulier avec I 1 ADN des souches E. faecalis JH2-2, 
E. faecium BM4107. 

11. Fragment nucleotidique selon l'une quelconque 
des revendications 9 ou 10 , caracterise en ce qu'il 
repond a la sequence II. 

12. Fragment nucleotidique selon l»une quelconque 
des revendications 9 a 11, caracterise en ce qu'il est 
marque . 

13 . Fragment nucleotidique selon la revendication 
9 , caracterise en ce qu 1 il repond a 1 1 une des sequences 
suivantes : 

• - amorce 1 : 5 1 ATGGGAAGCCGATAGTC 3 1 
- amorce 2 : 5 1 GATTTCGTTCCTCGACC 3 ■ . 

14. Sequence d' ADN recombinante, caracterisee en 
ce qu'elle comprend une sequence de nucleotides selon 
l f une quelconque des revendications 7 a 12, sous le 
controle d 1 elements de regulation susceptibles 
d'intervenir dans 1 • expression, d'une resistance de 
type inductible, a des antibiotiques de la famille des 
glycopeptides , notamment la vancomycine, che2 un hote 
determine, cette resistance etant inductible par la 
vancomycine et non inductible par la teicoplanine. 

15. Vecteur recombinant pour le clonage ou 
I 1 expression dans un hote determine, caracterise en ce 
qu f il comprend une sequence nucleotidique selon l f une 
quelconque des revendications 7 a 12, en un site non 
essentiel pour sa replication, sous le controle 
d f elements de regulation susceptibles d » intervenir dans 
1" expression, d'une resistance de type inductible a des 
antibiotiques de la famille des glycopeptides, 
notamment la vancomycine, cette resistance etant 
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inductible par la vancomycine et non inductible par la 
teicoplanine. 

16. Vecteur recombinant selon la revendication 15, 
caracterise en ce qu'il s'agit du . plasmide pAT201 
depose a la CNCM sous le numero 1-1277 ou du plasmide 
PAT202 depose a la C.N. CM. sous le numero 1-1291. 

17. Hote cellulaire recombinant, caracterise en ce 
qu'il comprend une sequence nucleotidigue selon l'une 
quelconque des revendications 7 a 12 ou un vecteur 
selon la revendication 15 ou la revendication 16 , cet 
hote etant par exemple choisi parmi les bacteries, 
notamment les cocci a Gram-positif . 

18. Anticorps monoclonaux ou polyclonaux 
caracterises en ce qu'ils reconnaissent specif iguement 
la proteine VanB selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3 ou un fragment peptidique selon 
l'une quelconque des revendications 4 a 6. 

19. Kit pour le diagnostic in vitro sur un 
echantillon biologique, de la presence de souches 
resistantes a des glycopeptides, en particulier a la 
vancomycine, ces souches appartenant en particulier aux 
cocci a Gram-positif , notamment en ce qu'il s'agit des 
souches d'enterocoques, par exemple E. faecium . 
caracterise en ce qu'il comprend : 

des anticorps selon la revendication 18, le cas 
echeant marques, 

un reactif pour la detection d'une reaction 
immunologique du type anticorps-antigene, 
le cas echeant des reactifs pour ef fectuer la lyse 
des cellules de 1 •echantillon teste, 
le cas echeant une concentration determinee de 
vancomycine pour induire la resistance. 
20. Kit selon la revendication 19, caracterise en 
ce qu'il comprend en outre des anticorps diriges 
specifiquement contre la proteine VanA t/ou des 
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anticorps diriges specif iquement contre la proteine 
VanC. 

21. Kit pour le diagnostic in vitro de la presence 
de souches resistantes a des glycopeptides , en 
particulier resistantes a la vancomycine, ces souches 
appartenant en particulier aux cocci a Gram-positif 
notamment en ce qu'il s'agit de souches d 1 enterocoques , 
par exemple E. faecium , caracterise en ce qu'il 
comprend : 

une sonde nucleotidique selon la revendication 12, 
et le cas echeant, 

des nucleoside-triphosphates dATP, dCTP, dTTP, 
dGTP, 

un agent de polymerisation d'ADN- 

22. Kit selon la revendication 21 caracterise en 
ce qu'il comprend en outre des sondes nucleotidiques 
specif iques des genes vanA et/ou vanC. 

23. Procede de detection in vitro de la presence 
de souches resistantes a des glycopeptides , en 
particulier a la vancomycine et/ou a la teicoplanine, 
ces souches appartenant en particulier a la famille des 
cocci a Gram-positif, notamment en ce qu f il s^git de 
souches d 1 enterocoques , par exemple E. faecium ou 
E. faecal is , caracterise en ce qu^l comprend : 

a) la mise en contact d f un echantillon biologique 
susceptible de contenir les souches resistantes, 
avec une amorce constitute par un fragment 
nucleotidique selon l"une quelconque des 
revendications 9 ou 10, capable d f hybrider avec 
une sequence nucleotidique recherchee, necessaire 
a 1" expression de la resistance, cette sequence 
etant utilisee comme matrice f en presence des 4 
differents nucleosides triphosphates, et d'un 
agent de polymerisation, dans des conditions 
d f hybridation telles que pour chaque sequence 
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nucleotidigue ayant hybride avec une amorce, un 
produit d- elongation de chaque amorce 
complementaire de la matrice est synthetise, 

b) la separation de la matrice. et du produit 
d' elongation obtenu, ce dernier pouvant alors 
egalement se comporter comme une matrice, 

c) la repetition de l'etape a) de facon a obtenir une 
guantite detectable des sequences nucleotidigues 
recherchees , 

d) la detection du produit d 'amplification des 
sequences nucleotidigues. 

24. Procede de detection in vitro de souches 
resistantes a des glycopeptides , en particulier a la 
vancomycine et/ou a la teicoplanine, ces souches 
appartenant en particulier a la famille des cocci a 
Gram-positif, notamment en ce gu'il s'agit de souches 
d'enterocogues, par exemple E. faecium ou E.faecalis . 
caracterise en ce gu'il comprend : 

a) la mise en contact d'un echantillon biologigue 
susceptible de contenir les souches resistantes, 
avec une amorce constitute par un fragment 
nucleotidigue selon l-une quelcongue des 
revendications 9 ou io et avec un fragment 
nucleotidigue du gene vanA et un fragment 
nucleotidigue specif igue du gene vane, capable 
d'hybrider avec une seguence nucleotidigue 
recherchee, necessaire a 1' expression de la 
resistance, cette seguence etant utilisee comme 
matrice, en presence des 4 differents nucleosides 
triphosphates, et d'un agent de polymerisation, 
dans des conditions d 'hybridation telles gue pour 
chaque sequence nucleotidique ayant hybride avec 
une amorce, un produit d' elongation de chague 
amorce complementaire de la matrice est 
synthetise , 
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b) la separation de la matrice et du produit 
d* elongation obtenu, ce dernier pouvant alors 
egalement se comporter comme une matrice, 

c) la repetition de l'etape a) de facon a obtenir une 
quantite detectable des sequences nucleotidiques 
recherchees , 

d) la detection du produit d' amplification des 
sequences nucleotidiques. 

25. Procede de criblage de molecules en 
particulier d • antibiotiques actifs pour le traitement 
des infections dues a des cocci a Gram-positif , en 
particulier des enterocoques , caracterise en ce que 
l'on detecte l'activite de ces molecules, sur des 
bacteries ayant un phenotype de resistance notamment a 
la vancomycine, de type VanB. 
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GAGCGTGTGCTGCGAGATACCACAGAAAACAATCAGAATTGTCTTAACTTTfiAa^AGT 60 

MNKIKVAIIFGGCSEEHD ifl 

TTACAGCA1GAATAAAATAAAAGTCGCAATTATCTTCGGCGGTTGCTCGGAGGAACATGA 120 

VSVKSAIEIAANIKTEKFDP 3fl 

TGTGTCGGTAAAATCCGCAATAGAAATTGCTGCGAACATTAATACTGAAAAATTCGATCC 1 80 

HYIGITKNGVWKLCKKPCTE 

GCACTACATCGGAATTACAAAAAACGGCGTATGGAAGCTATGCAAGAAGCCATGTACGGA 240 

WEADSLPAIFSPDRKTHGLI no 

ATCfififlRnrrrinTflnTr TCCCCGCCATATTCTCCCCGGATAGGAAAACGCATGGTCTGCT 300 
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420 
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720 



840 



t6 ^cgtaLcaaa^^^ "° 

„ TT tEOAISGCEVGCAV 218 
ATATGATGGAAAJATCTOAATTGAfiCAAGC(^TITCGGGCTGTGAG6TCG6CTGC6CGGT 

CATGGGA^CGAGGAT^TTTGATTGTCGGCGAAGTGGATCAAATCCGGTTGAGCCACGG 780 

TrRIHQENEPEKGSENAMlI 258 
TATCTTCCGCATCCATCAGGAAAACGAGCCGGAAAAAGGCTCAGAGAATGCGATGATTAT 

»r»T pvEERNRVQETAKKV 278 
CGTTCCAGCAGACATTCCnnT r n^nnPlftrnfiftPiTCGGGTGCAAGAAACGGCAAAGAAAGT 900 

amorce 2 

aLtcgggtgcttgga^ 960 

^T«TKEVNTLPGFTSYSRTfP 318 
CGGCATCGTTCT^ 1020 

acgcmgtcggctg'ccg^agg^^ 1080 

342 

GGCGATaSaGAGGTCACCCGTATGGAAAATGGTTTTTTGTTTTTTAGATGAAATGTTGCA 1140 
amorce 1: 5' ATGGGAAGCCGATAGTC 3' pos. 241 - 258 

amorce 2: 5' GATTTCGTTCCTCGACC 3> pos - 860 - 877 (reverae-oomplementaire) 



FIGURE IB (SUITE DE FIGURE 1A) 
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RBS LKIIlLYGGR 10 

AAAGACAGGAAAGAAACTA£2AfifiACAAGCATTTGAAGATTATTTTGTTGTATGGCGGCA 60 



SEEHDVSVL 



V L N A I Y Y 30 



GAAGTGAAGAGCACGATGTGicTGTTTTGTCTGCATATTCCGTTTTAAATGCAATCTATT 120 

KYYOVQLVFISKDGQWVKGP 50 
ATAAATATTATCAAGTACAGTTAGTCTTTATTAGTAAAGACGGTCAATGGGTAAAAGGCC 



LLSERPQNK 



CTCTTTTA' 



.TCXGAACGACCACAAAATAAAGAAGTTTTACATTTAACTTGGGCACAAACAC 



TTCAGGAAAACGAATCAGTCCTTCGGAAATTTATGAAGAAG 



180 



L T W A Q T P 70 



240 



EETGEF SGKRISPSEIYEEE 90 



300 



CTGAAGAAACAGGCGAATT' 

a tvFPVLHGPNGEDGTIQGF 110 
AAGCGATTGTTTTCCCTGTTTTACATGGGCCAAATGGTGAAGATGGAACAATTCAAGGAT 360 

METINMPYVGAGVLASVNAM 130 
TCATGGAAACCATTAATATGCCTTATGTAGGCGCGGGTGTCTTAGCTAGCGTTAACGCAA 420 

DKIMTKYLLQTVGIPQVPFV 150 
TGGACAAAATCATGACGAAATATCTTTTACAAACTGTTGGCATTCCACAAGTACCATTCG 480 

PVLRSDWKGNPKEVFEKCEG 170 
TGCCAGTTTTAAGAAGTGACTGGAAAGGAAATCCAAAAGAAGTCTTTGAAAAATGTGAAG 540 

190 
600 



SLIYPVFVKPANMGSSVGIS 
GTTCTTTAATTTATCCGGTCTTTGTTAAACCTGCCAATATGGGTTCTAGTGTCGGAATTA 

KVENREELOEALEEAFRYDA 210 

GCAAAGTGGAAAATCGTGAAGAATTGCAAGAAGCATTGGAAGAAGCTTTCCGTTATGATG 660 

RA I-VEQGI E ARE I E V ' A I LGN 230 

CCCGAGCAATTGTTGAACAAGGGATCGAAGCACGTGAAATTGAAGTAGCCATTTTAGGAA 720 

EDVRTTLPGEVVKDVAFYDY 250 

ATGAAGATGTCCGTACGACTTTACCTGGTGAAGTGGTGAAAGATGTCGCTTTCTATGATT 780 

DAKYINNTIEMQIPAHVPEE 270 

ATGATGCAAAATACATCAATAACACGATTGAAATGCAAATCCCAGCGCATGTTCCAGAAG 840 

VAHQAQEYAKKAYIMLDGSG 290 

AAGTAGCTCATCAAGCGCAAGAATACGCTAAAAAAGCGTATATTATGTTAGATGGAAGTG 900 

LSRCDFFLTSKNELFLNELN 310 

GCTTAAGTCGCTGTGATTTCTTCTTAACAAGCAAAAACGAATTATTCCTGAATGAATTGA 960 

TMPGFTDFSMYPLLWENMGL 330 

ACACCATGCCTGGTTTTACTGACTTTAGTATGTATCCTTTACTGTGGGAAAATATGGGCT 1020 

KYSDI»IEELIQ1»ALNRFK* 348 

TGAAATACAGTGATTTAATTGAGGAACTGATTCAGTTAGCTTTGAATCGTTTTAAATAA 1079 



FIGURE 4 
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ctUCIB 



B. DOMAIN ES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimal c consul tee (systeme dc classification suivi des symboles de 

CIB 5 C07K G01N C12P C12N C12Q 



Documentation comultte autre que la c 



i rd event des domainci sur lcsquels a parte la r echerc he 



Bascde 
utiliies) 



ticctronique consultee au court de la recherche Internationale (nom de la base de donates, et at cela est realisable, termes dc recherche . 



C. DOCUMENTS CON SIDE RES COM ME PERTINENTS 



Categoric 



Identification des documents cites, avec, le caa echeant, r indication des passages pertinents 



no* des re vc indications viseee 



WO, A, 92 07942 (INSTITUT PASTEUR) 14 Ma1 
1992 

voir le document en en tier 
GENE 

vol. 112, no. 1 , 1 Mars 1992 , AMSTERDAM 
NL 

pages 53 - 58 

DUTKA-MALEN, S. ET AL. 'Sequence of the 
vanC gene of Enterococcus galUnarum 
BM4174 encoding a D-alanine:D-alan1ne 
ligase-related protein necessary for 
vancomycin resistance 1 
cite dans la demande 
voir figure 1 



9,12, 
21-23 



9,12 



Voir l« suite du cadre C pour u fin de U liste des document 



Let documents de families dc brevetj toot indiques en snsexe 



* Categories spedales de 

*A" document definissant l'ctat general de la technique, non 

const derc com me psruculicremcnt pertinent 
*E* document antencur, mais public a la date dc depot international 

ou apres cette date 
"L* document pouvant jcter un doute sur une revendication de 

priorite ou dte pour determiner la date de publication d une 

autre dtation ou pour une ran on spedale (telle qu'indiquce) 
'O* document se referent a une divulgation orale v aim usage, a 

une exposition ou tous autres movent 

*P" document publie avant la date de depot international, mais 
postcneurement a la date de priorite revendtquec 



document ulterieur publie apres U date de depot international ou U 
date de priorite et n'appartenenant pas a l'ctat de la 
technique pertinent, mais dte pour conuacudrc le i 
ou In tneone constituent la base de rinventton 



icubcrement pertinent; 1'mvcntion rcvendiquec nc pcut 



"X* document 

etre consderee comme nouvelle ou comme rmpliquant une actr 
inventive par rapport au document considerc isolcmcnt 

*Y* do cu ment parUcuUewmcntpcttincnt; l'lnvcntion rcvcndjqncc 
ne pcut Ctre conridcrte comme impli quant une activitt inventive 
lorsque le document est assode aim ou piu&eun autres 
'fr^ffTyrrm de meme nature, cette comhinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

"A* document qui fait parte de la meme ianriuc dc brevets 



Date a laquelle la recherche international c a etc cffccavcmcnt achevee 



22 Avril 1994 



Date ^expedition du present rapport de 



02. Os. & 



Nom et 



postale de r administration chargce de la rec her ch e Internationale 
Office Europcen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Td. ( + 31-70) 340-2040, fx. 31 651 epo nl. 
Fax (+31-70) 340-3016 



Fonchotmaire autocue 



Andres, S 



ForauOaiia PCT/ISA/210 (AwxAmm fauiUa) (juWat 1993) 
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j Cftute) DOCUMENTS CONSIDERES COMMB PERTINENTS 

I Outgone • I Idcntificinoo dei document, atii, »vec le a, echtuu. l"indic*nco de. puma peitu>cnu 



FEMS MICROBIOLOGY LETTERS 

vol. 70, no. 1 , 15 Ju1n 1990 , AMSTERDAM, 

NL 

pages 101 - 106 

AL-OBEID, S. ET AL. 'Comparison of 
vancomycin-Inducible proteins from four 
strains of Enterococci' 
cite dans la demande 

* page 102, paragraphes 3.3 et 3.4 * 

* pages 104 a 105, paragraphe 4.3 * 

ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY 
vol. 34, no. 10 , Octobre 1990 
pages 1875 - 1879 

DUTKA-MALEN, S. ET AL. 'Phenotypic and 
genotypic heterogeneity of glycopeptlde 
resistance determinants in Gram-positive 
bacteria' 

cit6 dans la demande 

voir page 1876, colonne de droite, ligne 

63 - page 1877, colonne de gauche, alinea 

voir page 1878, colonne de gauche, dernier 
alinea - colonne de droite, ligne 14 

* tableau 1, groupe 2 * 



no. dee f 



1-2, 
18-19 



1-17 



1 , 14 FevHer 1993 



GENE 

vol. 124, no. 
AMSTERDAM NL 
pages 143 - 144 

EVERS, D. ET AL. 'The vanB gene of 
vancomycin-resistant Enterococcus faecal is 
V583 is structurally related to genes 
encoding D-Ala:D-Ala li gases and 
glycopeptide-resi stance proteins VanA and 

VanC 

voir le document en entier 



11 Mars 1994 , AMSTERDAM 



GENE 

vol. 140, no. 1 
NL 

pages 97-102 ^ , „ 

EVERS, S. ET AL. 'Sequence of the vanB and 
ddl genes encoding D-alanine:D-lactate and 
D-alanine:D-alanine li gases 1n 
vancorayci ne-resi stant Enterococcus 
faecal is V583' 



1-17 



FoimuWrt PCT/1SAO10 (tutu «• U drndim. hull*) UuuUt 1993) 
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W0-A-9207942 



14-05-92 



FR-A- 
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14-10-92 
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